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序 論  
 
人類が初めて手にしたワクチンは 1798 年に Jenner が開発した種痘であり、ワク



























して、牛では約 70、豚では約 110、鶏では約 170、馬では約 20 製品が承認されてい
る。畜産領域ではワクチンの他に牛海綿状脳症、インフルエンザ、豚コレラ等の疾








































































第１章 水産用ワクチン開発の歴史と使用実態  
 
第 1 節 水産用ワクチン開発の歴史  
 












この地域は、Yersinia ruckeri によるニジマスのレッドマウス病、Vibrio anguillarum
や V. ordalii によるサケのビブリオ病に悩まされており、これらの疾病に対して不活
化抗原を用いた浸漬ワクチンが、1976 年にアメリカで承認された。さらにアメリカ
では、1981 年 Aeromonas salmonicida によるせっそう病単味ワクチン、せっそう















会社は競い合いながらワクチンの開発を進めていった (Evelyn, 1992)。2005 年現在、
全世界においてワクチンが使用されている細菌性疾病は 15 種、ウイルス性疾病は 6
種に達している (Sommeresr et al., 2005)。  
我が国初めての水産用ワクチンは 1988 年に承認されたアユのビブリオ病浸漬ワ
クチンであり、その後、まもなくニジマスのビブリオ病浸漬ワクチンが承認された。



































本症に対する新しいワクチンが 1988 年に開発された。せっそう病は 1986 年に初め
て発生が確認され、1993 年に油性アジュバントを加えた有効なワクチンが開発され
るまで甚大な被害をもたらした。ノルウェーにおいて 1971 年に 600 トンだった、太
平洋サケの生産量は 1989 年に 10 万トンを越えたが、せっそう病の被害により一時
的に成長が鈍化し、1990～1993 年の間の生産量は 13～16 万トンの間を推移した。
せっそう病のワクチンが開発されて以降、急速にサケの養殖は成長し 1996 年には




るワクチン開発が遅れ、2008 年上半期だけで、総額 3000 万ドル（約 30 億円）にの
ぼる損害を受けるなど、ワクチンの開発が養殖漁業の振興に多大な影響を及ぼすま
でになっている。  







 淡水魚のワクチンはビブリオ病を対象とした 3 製品がある、海産魚のワクチンは
種類が多くイリドウイルス感染症、ウイルス性神経壊死症、α 溶血性レンサ球菌症、
β 溶血性レンサ球菌症、ビブリオ病、ストレプトコッカス・ジスガラクチエ感染症、















成 18 年 3 月作成報道用資料「養殖」）によると、1999 年から 2003 年までの推定魚
病被害割合は図 1-2-1 に示すように、6.3％から 3.3％へと半減した。この時期は、ブ
リ属に用いる α 溶血性レンサ球菌症の経口投与型ワクチンが 1997 年から、ビブリオ
病および α 溶血性レンサ球菌症を対象とした注射型ワクチンが 2001 年から販売され
た時期に重なる。α 溶血性レンサ球菌症の年間診断件数は、1990 年代中頃までは 600
～800 件で推移していたが、経口ワクチンが市販された 1997 年以降は 240～470 件、
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注射ワクチンが市販された 2001 年以降は急速に減少し、2003 年以降は 50 件以下で


































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































年度 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
ブリ類 1,416 1,458 1,431 1,184 1,136 1,225 1,093 1,055 1,174 1,135 1,161
マダイ 651 598 661 659 575 516 507 489 583 555 496
ヒラメ 1,522 1,340 1,324 1,099 995 932 770 695 740 736 610
魚類小計 2,588 2,618 2,574 2,305 2,138 2,136 1,965 1,918 2,145 2,138 2,086
海面合計 5,464 5,406 5,272 5,030 4,785 4,476 4,343 4,392 4,496 4,490 4,178
マス類 133 129 102 102 112 112 108 100 96 96 87
アユ 159 117 888 990 110 108 107 95 94 86 86















図 1-2-1．我が国の養殖生産額、推定魚病被害額および推定魚病被害割合の推移  








第 2 章 野外で実施可能な魚病診断法の確立  
 


































に用いる臓器の DNA 試料の採取に DNA 保護濾紙の応用を検討した。採血用濾紙に
ついては、ビブリオ凝集抗体価測定法への応用、DNA 保護濾紙については、ブリ属
魚類の養殖において重要な 4 つの病原体、 Vibrio anguilllarum、 Lactococcus 
garvieae、Photobacterium damselae subsp. pscicida、Streptococcus dysgalactiae













血液成分を回収する際には、採血部を 6 等分して 300μl の滅菌リン酸緩衝液（以下、
滅菌 PBS と略記）に浸し、1 時間静置した。濾紙から滅菌 PBS 中に血液成分が溶出
したものを濾紙液として回収した（図 2-1-1、図 2-1-2）。  
採血用濾紙に吸収させ、残った血液は室温で 1 時間静置した後、さらに 4℃で 1






血清型 J-O-3 型 V. anguillarum PT-213 株を 1.5%NaCl 加トリプトソイ寒天平板培
地（Difco） (以下、1.5% NaCl-TSA と略記 )を用いて、25℃で 18 時間培養したもの
を用いた。得られたコロニーを新しい 1.5% NaCl-TSA へ継代し、25℃で 24 時間培
養後に集菌し滅菌 PBS に懸濁させた。3,000 rpm、10 分間の遠心処理後、沈渣を回




または濾紙液は 96 ウェルプレートを用いて、終量 25μl になるよう滅菌 PBS を用い
て 2 倍階段希釈し、その上に濃度を調節した抗原を 25μl 加えよく振とうさせた。プ


















採血用濾紙に保存した血液サンプルの保存性の確認   
上記の方法で得られた 15 尾のカンパチ血清を用いた。7 尾のサンプルは採血 6 時
間後に濾紙液を回収した濾紙液と、採血後 25℃で 5 日間保存後に得られた濾紙液の
凝集抗体価を比較した。残る 8 尾のサンプルは採血 6 時間後に濾紙液を回収した濾
紙液と、採血後 37℃で 5 日間保存後に得られた濾紙液の凝集抗体価を比較した。  
 
DNA 保護濾紙の病原体検出感度に関わる検討  
DNA 保護濾紙は QIAcardFTA（QIAGEN）を用いた。V. anguilllarum PT-213 株
および P. damselae subsp. pscicida 0912 株は 1.5 %NaCl 加トリプトソイ液体培地




の濃度に調節し、それぞれの菌液を 100μl ずつ滴下し約 5 cm2DNA 保護濾紙に吸収
させ乾燥させた。乾燥させた濾紙の一部をパンチにより約 0.15cm2 切り出し、そこ
から DNA Investigator kit (QIAGEN)を用いて DNA を回収した。回収した DNA を
用いて、各種病原体に対するプライマーを用いて PCR を実施した。PCR に用いる
Taq 酵素は Takara Ex Taq (Takara)を用い、増幅条件やプライマーの配列等は既報
の方法に従って実施した（Zlotkin et al., 1998；  Hassan et al., 2003；Rajan et al., 
2003；  Hong et al., 2007）。プライマーの詳細については表 2-1-1 に示した。PCR
産物は 1.5%アガロースゲル（TAKARA）を用いて電気泳動し、エチジウムブロマイ


















すると、ブリの場合 26 倍（21.73 倍）、カンパチでは 29 倍（21.85 倍）であった（表
2-1-5、表 2-1-6）。  
 
採血用濾紙に保存した血液サンプルの保存性の確認  
 カンパチ血液を採血用濾紙で 6 時間、25℃で 5 日間、37℃で 5 日間保存した時に
凝集抗体価に変化があるかを確認した結果、保存期間、保存温度の影響は認められ
なかった（表 2-1-7、表 2-1-8）。  
 
DNA 保護濾紙を用いる PCR 法による魚病検査法の検出感度  
 V. anguilllarum、L. garvieae、P. damselae subsp. pscicida、S. dysgalactiae の
4 つの病原体に対する検出感度は、いずれも 104CFU/ml 以上であった（表 2-1-9）。 
 



































 DNA 保護濾紙は、手足口病ウイルスの診断（Madhanmohan et al., 2008）、法医
学分野における体液の DNA 診断（Fujita et al., 2008）、カワカマスおよびブラウン








法を検証した。DNA 保護濾紙を用いる PCR 検査の検出感度を、各種濃度に調節し
た V. anguilllarum、L. garvieae、P. damselae subsp. pscicida、S. dysgalactiae を
用いて確認したところ、104CFU/ml 以上の菌量であれば PCR 検査において陽性バン
ドが観察された。約 5 cm2 の DNA 保護濾紙に 100μ l の菌液を吸収させ、DNA 回収
に用いた濾紙の面積は約 0.15cm2 であったことから、DNA 回収時に実際に含まれて
いた菌量は 102CFU 程度であったと考えられる。病魚や死亡魚の腎臓は通常 107～
1010CFU/g 程度の菌を保菌していること、また、臓器中の細菌数が 105CFU/g 以上
になるとへい死が起こるとの報告もあることから、本試験法は、病魚のような重度













第2節 カンパチ稚魚の野外調査  
 




輸入である。毎年秋口 (11 月頃 )に中国・海南島付近で種苗となるカンパチ の
稚魚 ( 2～ 3 ㎝ )が採捕され、約 4 ヶ月間海南島の一時畜養施設 (12～ 13 ㎝ )で
育成され る。 水温 が上昇す ると 疾病 が発生す るた め、 養殖業者 は 稚 魚を よ
り水温が 低い 水域 へと 移動 しな がら 育成を続 け、 日本 へ輸出し てい る 。 今
回、調査 は海 南島 万寧市に おい てカ ンパチを 畜養 して いた養殖 場、 そこ で











野外調査を実施したカンパチ養殖場は図 2-2-1 に示す 3 カ所である。実施日時は中
国海南省海南島万寧市において 2010 年 3 月 9 日～3 月 10 日、広東省汕尾市では 2010
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年 4 月 12 日、鹿児島県指宿市において 2010 年 6 月 16 日に調査を行ったであった。









取り上げる様子は図 2-2-3、採血の様子は図 2-2-4、DNA 保護濾紙への塗布の様子は





血清型 J-O-3 型 V. anguillarum PT-213 株を用い、参照陽性血清が 256～512 倍の力
価を示す濃度に調節した。濾紙液は 96 ウェルプレートを用いて、終量 25μl になる
よう滅菌 PBS を用いて 2 倍階段希釈し、その上に濃度を調節した抗原を 25μl 加え
よく振とうした。プレートを 25℃に 2 時間静置し、さらに 4℃で一晩静置したのち
に凝集像を観察した。完全凝集像を示したところで力価を判定した。試料の採取か





DNA 保護濾紙を用いた魚病検査法    
DNA 保護濾紙に保存したカンパチの腎臓サンプルからの DNA 抽出には DNA 
Investigator kit (QIAGEN)を用いた。V. anguilllarum、L. garvieae 、P. damselae 
subsp. pscicida 、S. dysgalactiae に対するプライマーや増幅条件等は前節と同じ
である。試料の採取から検査までの試料保存時間は 3 日～5 日であった。  
 
結 果  
 
試験魚の所見と採血用濾紙を用いたビブリオ凝集抗体価の測定  
 野外調査の概要を表 2-2-1 に示した。全ての魚の外観所見、解剖所見に異常は認め
られなかった。万寧および汕尾で採集したカンパチのビブリオ凝集抗体価は全て 8
倍以下であった。一方、指宿で採材したカンパチは濾紙液を用いた試験では 20 尾中
4 尾が 16 倍以上、血清を用いた試験では 6 尾が 16 倍以上の凝集抗体価を保有して
いた。  
 
DNA 保護濾紙を用いた PCR 検査  
DNA 保護濾紙を用いた PCR 検査では、調べた 4 つの病原体について、いずれの
地域のカンパチにおいても全ての個体が陰性を示した（表 2-2-2）。また、頭腎から
の菌分離も全て陰性であり、PCR 検査の結果とよく一致した。  
 






採取されたカンパチがいずれも 8 倍以下の抗体価である一方、指宿のカンパチは 20
尾中 4 尾が 16 倍以上の抗体価を有することが確認された。指宿の調査では血清分離
が可能で有ったため、血清を用いた凝集抗体価についても同時に検査したところ、






















































図 2-1-1. 採血用濾紙の使用方法  
 
 採血用濾紙の吸血部に血液を十分に吸収させた後、余分な血液を拡散部へ拡散さ
せながら乾燥させた。乾燥後、吸血部を 6 分割し濾紙片を 300μ l のリン酸緩衝液に















図 2-1-2. 採血用濾紙による血液試料の採取  
 
 図の A は採血用濾紙（東洋濾紙、ストリップⅠ型）の採血部に血液試料を吸収さ


































F STRD-Dy I tggaacacgttagggtcg
R dys-16s-23s-2 cttaactagaaaaactcttgattattc
プライマー名
Hong et al ., 2007Vibrio anguilllarum
Lactococcus garvieae
Photobacterium damselae subsp. pscicida
Streptococcus dysgalactiae Hassan et al ., 2003
Zlotkin et al ., 1998























































血清１ 血清２ 血清３ 血清４ 濾紙１ 濾紙２ 濾紙３ 濾紙４
1 11 11 10 10 5 5 5 5
2 9 11 12 12 6 6 6 6
3 11 11 11 11 10 8 9 8
4 10 10 10 10 6 5 6 6
5 11 11 12 12 6 6 6 6
6 9 9 10 10 5 4 4 4
7 11 11 12 12 6 6 7 7
8 11 9 11 11 7 7 7 7
9 11 11 12 12 8 8 8 8
10 10 10 10 10 5 5 5 5
11 11 11 11 11 7 5 6 6
12 11 11 12 12 7 5 8 7
13 9 10 10 10 7 6 6 7
14 11 11 12 12 8 7 7 8
15 10 10 10 10 5 5 5 5
1 <1 <1 <1 <1 <3 <3 <3 <3
2 <1 <1 <1 <1 <3 <3 <3 <3
3 <1 <1 <1 <1 <3 <3 <3 <3
4 <1 <1 <1 <1 <3 <3 <3 <3






















血清１ 血清２ 濾紙１ 濾紙２
1 5 6 3 3
2 7 8 3 3
3 5 5 3 3
4 6 6 3 4
5 7 7 3 4
6 7 8 3 5
7 5 7 3 5
8 5 5 4 3
9 8 8 3 3
10 8 8 3 5
11 6 6 5 3
12 6 6 4 3
13 6 7 3 4
14 6 7 3 3
15 6 6 <3 3
1 <1 <1 <3 <3
2 <1 <1 <3 <3
3 <1 <1 <3 <3
4 <1 <1 <3 <3

























































1回目 2回目 平均 1回目 2回目 平均
1 3 3 3 3 3 3
2 3 5 4 3 4 3.5
3 5 3 4 3 3 3
4 4 3 3.5 3 3 3
5 3 4 3.5 3 4 3.5
6 3 3 3 4 3 3.5
7 3 3 3 3 3 3
1 <3 <3 <3 <3 <3 <3


























1回目 2回目 平均 1回目 2回目 平均
1 3 3 3 3 3 3
2 3 3 3 3 3 3
3 3 3 3 3 3 3
4 3 4 3.5 3 3 3
5 3 4 3.5 3 3 3
6 3 5 4 4 3 3.5
7 3 5 4 4 3 3.5
8 4 3 3.5 3 3 3
1 3 3 3 3 3 3


















V.a: Vibrio angullarum, 
L.g: Lactococcus garvieae, 
S.d: Streptococcus dysgalactiae,  
P.p: Photobacterium damselae subsp. pscicida 
 





9.8×107 9.8×106 9.8×105 9.8×104 9.8×103 9.8×102 9.8×101
＋ ＋ ＋ ＋ － － －
1.7×107 1.7×106 1.7×105 1.7×104 1.7×103 1.7×102 1.7×101
＋ ＋ ＋ ＋ － － －
2.0×107 2.0×106 2.0×105 2.0×104 2.0×103 2.0×102 2.0×101
＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － －
1.0×107 1.0×106 1.0×105 1.0×104 1.0×103 1.0×102 1.0×101



























































































図 2-2-5. 万寧および汕尾で採材を行ったカンパチ腎臓の DNA 保護濾紙への塗布  
 
 船上で際材したカンパチを、滞在先のホテルに持ち帰り、外見所見および解剖所


















































































































































































































































V.a: Vibrio angullarum,  
L.g: Lactococcus garvieae,  
S.d: Streptococcus dysgalactiae,  










第 3 章  ワクチン接種により誘起されるブリの免疫関連遺伝子の発現解析について  
 

























Vaccination is an effective tool for the control of infectious diseases in farmed 
fish. The first vaccine approved for use against vibriosis in ayu was developed in 
1988 and following that, a number of other vaccines have been developed. 
Currently, 14 vaccines are licensed in Japan. 
For a vaccine to be manufactured and sold, pharmaceutical affairs law requires 
licensing of the vaccine by the Ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries. 
The efficacy of fish vaccine is normally evaluated by a challenge test, the 
exception of which is the Vibrio vaccine, which was evaluated by the 
agglutination antibody titer test. 
 The challenge test requires a large number of fish and raises several ethical 
issues. From the perspective of animal welfare, the number of animals tested and 
their suffering must be minimized, but it is difficult to do so as long as the 
challenge test is used as the official licensing examination. The second issue is 
the facility used. A number of vaccines have been developed recently and a large 
number of experimental fish are needed to test each product. Therefore, larger 
spaces are required for stocking experimental fish. This implies a considerable 
cost increase. One final complication is reproducibility. The challenge test does 
not always yield reproducible results due to fish size differences and bacterial 
pathogenicity. Solving these problems requires the development of an alternative 
to the challenge test. 
To develop an alternative to the challenge test, it is necessary to find a suitable 
parameter for vaccine evaluation. To this end, a large-scale screening of immune 
response in yellowtail was conducted in this study. Yellowtail was stimulated 
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with a bivalent vaccine were used to measure antibacterial activity in serum and 
skin mucus, determine antibody titer, and profile gene expression by microarray 
analysis. 
In Japan, Seriola fish, including Seriola quinqueradiata, Seriola dumerili, and 
Seriola lalandi, is one of the most important farmed fish.  At Vibrio vaccine 
co-relationship between agglutination antibody titer and vaccine efficacy is 
examined on approval process, and there are reports of the antibody response of 
Seriola dumerili to V. anguillarum (Zaccone and Mancuso, 2008) and Red Sea 
Bream Iridovirus (Kwon et al., 2010). The immune response of yellowtail to 
different phenotypes of L. garvieae (Iida et al., 1982; Yoshida et al., 1996, 1997; 
Hirono et al., 1999; Ooyama et al., 1999, 2002) was studied and vaccination was 
evaluated (Iida et al., 1982). However, the underlying mechanism of immune 
induction following vaccination in Seriola fish is still not well understood.  
Antibody titer is the most popular parameter for the determination of vaccine 
efficacy in mammals. If antibody titer could be used in the licensing of fish 
vaccines, many of the problems associated with the challenge test would be 
solved. Except Vibrio vaccine, there is little information on the antibody response 
of Seriola fish to vaccination, although the vaccines have a strong protective 
effect. In other fish, several studies of antibody reaction have been conducted. I n 
Atlantic cod with vibriosis vaccine and the relationship between vaccine efficacy 
and antibody response has been thoroughly studied but not completely 
understood (Pilström and Petersson, 1991; Schrøder et al., 1992; Bengtén et al., 
1994; Stenvik et al., 2000; Caipang et al., 2008, 2009). Espelide et al. (1991) 
suggested that the efficacy of vibriosis vaccine developed for Atlantic  cod is not 
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related to the antibody response of the fish. Atlantic salmon is able to produce a 
strong antibody response to both Vibrio salmonicida and V. anguillarum (Steine 
et al., 2001). Antibody response to lipopolysaccharide (LPS) has been reported in 
other fish species, including rainbow trout (Hasting and Ellis, 1990), spotted 
wolffish (Grøntvedt and Sigrun, 2004), and halibut (Ingilæ et al., 2000).  
Generally, mucus covering skin surface acts as the first barrier against 
infection（Ellis, 2001). The important role of mucus in defense against infections 
is well known and has been studied in several fish species (Hjelmeland et al., 
1983; Rombout et al., 1993; Fasta et al., 2002). To compare the antibacterial 
activities of mucus and serum, a bacterial proliferation inhibition test was 
performed. 
 Microarray analysis is an efficient method for large-scale gene expression. It 
is suitable to search which genes play an important role in vaccine-induced 
immunity. In this study, we used DNA microarray to examine gene expression 
profile of yellowtail after vaccination, to elucidate their immune response at the 
molecular level. In yellowtail, vaccines against V. anguillarum and L. garvieae 
are the most common. Considering actual usage and history, a bivalent vaccine 
consisting of inactivated V. anguillarum and L. garvieae was used in this study. 
 
Materials and methods 
 
Fish  
A total of 48 healthy, artificially hatched yellowtail with weights ranging from 
171 to 431 g were used. Six fish each were stocked in 200 L circular tanks at the 
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National Veterinary Assay Laboratory, Japan. Water temperature was kept at 
25˚C and the salinity of rearing seawater was checked every day. Fish were fed 
standard commercial diet for yellowtail throughout the experiment. Handling 
was done according to the National Veterinary Assay Laboratory’s animal 
management guidelines.  
  
Vaccine and vaccination 
 Commercial inactivated bivalent vaccine containing the antigens of V. 
anguillarum and L. garvieae (Kyoritu) was stored at 4˚C and injected according 
to the instructions on the package leaflet. The commercial vaccine has passed the 
licensing examination by the National Veterinary Assay Laboratory. Vaccine 
quality was confirmed by National Veterinary Assay Protocol: Antibody titer 
against V. anguillarum should be ≦16 in vaccinated fish serum, whereas in 
control fish serum, it should be ≦2. Mortality resulting from the challenge with 
L. garvieae must show a significant difference (p < 0.05) between vaccinated fish 
and control (phosphate buffered saline (PBS)-injected) fish. Thirty fish were 
injected intraperitoneally with 0.1 mL of vaccine. Eighteen fish were treated 
with the same amount of sterile PBS as control.  
 
Blood and skin mucus sampling 
Sampling was conducted at 1, 3, 5, 7, 10, and 14 days post vaccination (dpv). 
Five fish from the vaccinated group and three fish from the control group were 
anesthetized with FA-100 (Tanabe Seiyaku) and blood was rapidly collected by 
cardiac puncture using non-heparinized syringes. Blood samples were incubated 
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at room temperature (18 to 23˚C) for 1  h and then stored at 4˚C for more than 1 h. 
Serum was obtained by centrifugation at 3,000 rpm for 10 min and stored at ―
80˚C until use. Skin mucus was  peeled using a cell scraper according to Staroscik 
and Nelson (2008). The supernatant of the mucus solution was obtained by 
centrifugation at 3,000 rpm for 10 min. Serum and skin mucus samples were 
incubated at 45˚C for 20 min before use in tests to deactivate nonspecific factors. 
Equal amounts of samples from vaccinated fish collected at the same sampling 
point were mixed to make pooled samples. Equal amounts of all the control 
samples were mixed regardless of the sampling point. 
 
Serology 
Antigen preparation: A frozen stock of V. anguillarum (PT-213 strain) was 
inoculated onto tryptic soya agar containing 1.5% NaCl (1.5% NaCl-TSA) and 
incubation was carried out at 25˚C for 18 h. Then, a loop of the bacterial 
preparation was inoculated onto new 1.5% NaCl-TSA. After incubation for 24 h, 
the collected colonies were washed with PBS and centrifuged three times at 3,000  
rpm for 10 min. The bacterial pellet was re-suspended in PBS and then boiled for 
1 h. L. garvieae (KG9502 strain) was prepared in the same manner except that 
Todd Hewitt agar (THA) was used as the growth medium. 
Antibody titers against V. anguillarum and L. garvieae were measured by the 
agglutination method. Serum samples heated to 45˚C for 20 min were diluted 
with a PBS dilution series from 21 to 211 on a 96-well plate. The same volume of 
antigen solution was added to the plate and incubat ion was carried out at 25˚C 
for 1 h. After that, the plate was incubated at 4˚C for 18  h. Agglutination 
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antibody titer was determined by the highest dilution of a serum sample that 
caused complete clumping of each antigen.  
 
Inhibition of bacterial proliferation test 
A frozen stock of V. anguillarum PT-213 strain (serotype J-O-3) (National 
Veterinary Assay Laboratory, Tokyo, Japan) kept at ―80˚C was thawed promptly 
and inoculated into tryptic soya broth containing 1.5% NaCl (1.5% NaCl-TSB), 
and the whole was incubated at 25˚C for 18 h. After incubation, 0.1 mL of the 
medium was inoculated into 10 mL of new 1.5% NaCl-TSB. L. garvieae KG9502 
strain (National Veterinary Assay Laboratory, Tokyo, Japan) (Kijima et al., 2007) 
was prepared with the same procedure as that for V. anguillarum except that 
Todd Hewitt broth (THB) was used as the growth medium. 
After the second passage, an overnight culture of V. anguillarum or L. garvieae 
with known count was adjusted to approximately 10 3 CFU/mL with PBS. One 
hundred μL of bacterial suspension was transferred to 0.5 mL micro-tubes and an 
equal volume of undiluted fish serum was added.  The bacterial suspension with 
PBS added served as the control. The solution was mixed with a vortex mixer and 
kept at 25˚C. After incubation for 24  h, bacterial count was determined by 
inoculating solutions prepared (101 to 107) onto 1.5% NaCl-TSA for V. 
anguillarum and THA for L. garvieae. The reduction rate of bacteria was 
calculated with the following formula: reduction rate (%) = 100 - (log10 VS / log10 
CS) × 100). VS is the bacterial count in the tested sample obtained from 
vaccinated fish, and CS is the bacterial count in the tested sample obtained from 
control (PBS-injected) fish.  
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Kidney samples and total RNA isolation for microarray analysis 
Kidney samples were excised from fish after blood and skin mucus sampling. 
Part of the kidney was immediately immersed in an RNA protecting solution, 
RNAlater (QIAGEN). Total RNA samples were isolated from stabilized kidney 
using an RNeasy-mini kit (QIAGEN) following the manufacturer ’s protocol and 
stored at ―80˚C. Then, the total RNA sample (30 μg) prepared from each kidney 
at different time points was used for cDNA synthesis with a LabelStar Array kit, 
cDNA labeling module (QIAGEN). cDNAs were first labeled with 
aminoallyl-dUTP and purified with QIAquick spin columns (QIAquick PCR 
purification kit, QIAGEN). The purified cDNAs were subsequently labeled with 
Cy3 or Cy5 mono-functional reactive dye (GE Healthcare);  RNA samples from 
control (PBS-injected) fish were labeled with Cy3, whereas samples from 
vaccinated fish were labeled with Cy5 according to the manufacturer ’s 
instructions. This was followed by purification with MinElute spin columns 
(LabelStar Array kit, cDNA cleanup module, QIAGEN) according to the 
manufacturer ’s instructions. Hybridization and detection of fluorescence were 
done following a previously reported protocol (Yasuike et al., 2007). 
 
Microarray analysis 
Microarray chips developed by Daraewiroj et al. (2008) were used to survey 
immune-related gene expression profiles in vaccinated fish. Microarray analysis 
was carried out according to the protocol reported by Daraewiroj et al. (2008). 
GenePix Pro 6.0 analysis software from Axon Instruments, Inc.  (www.axon.com) 
was used to generate hybridization signals from images obtained by scanning. 
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Feature ratio was calculated from the stimulated sample signal intensity divided 
by the control signal intensity. The minimum signal intensity was set at 2000. 
Signals lower than this level were discarded. Only the genes that exhibited 
feature ratios higher than 2.0 were considered as up-regulated genes (Kurobe et 
al., 2005). 
The data were further analyzed by Cluster Program 3.0 (Clustering Library 
Version 1.27) using the average linkage hierarchical clustering algorithm with 
Euclidian distance as the similarity metric (M. De Hoon, S. Imoto, J. Nolan and S. 
Miyano, Open source clustering software, Bioinf Appl Note 20 (2004), pp. 1453 –
1454.). Cluster analysis results were visualized with TreeView (version 1.60) (A.J. 
Saldanha, Java Treeview extensible visualization of microarray data, 




Effects of vaccination against V. anguillarum  
Serum agglutinating antibody titer in vaccinated fish showed an obvious 
increase at 7 and 14 dpv (Fig. 1A). A significant correlation (p = 0.019) between 
reduction rate and serum agglutinating antibody titer was observed and the 
Pearson product-moment correlation coefficient was 0.887 (Fig. 2). In contrast, 
skin mucus had low antibody titer (21-24) that did not show any change with the 
number of days post-vaccination. 
The mean bacterial count on incubation with serum obtained from control fish 
was 4.0 x 109 CFU/mL, and that with mucus was 1.4 x 1010 CFU/mL. The 
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reduction rates of V. anguillarum due to incubation with serum from 10 and 14 
dpv fish were higher than those due to incubation with serum from 1, 3, 5, and 7 
dpv fish (Fig. 1B).  
Skin mucus agglutinating antibody titer in vaccinated fish was low (21-24). 
 
Effects of vaccination against L. garvieae 
The antibody titer against L. garvieae was below the detection limit (< 2 (21)) 
in either serum or skin mucus during the experimental period (Fig. 1C).  
The reduction rate of L. garvieae after incubation with serum and skin mucus 
obtained from vaccinated fish at each sampling point is shown in Fig. 1D. There 
was no marked difference in the reduction rate between vaccinated samples and 
control samples. 
 
Changes of gene expression induced by vaccination 
Of a total of 88 immune-related genes spotted on the microarray, 22 were 
up-regulated (feature ratio above 2.0) after inoculating yellowtail with bivalent 
vaccine (Table 1). The up-regulated bio-defense genes were categorized into three 
groups according to their expression patterns. Group 1 genes were up-regulated 
between 1 to 5 dpv; Group 2 genes, from 1 to 14 dpv continuously; and Group 3 
genes, from 7 to 14 dpv (Table 1). The six up-regulated genes in Group 1 were 
related to non-specific cellular immunity, such as tumor necrosis factor  receptor 
associated factor, macrophage colony-stimulating factor receptor, LBP/BP, colony 
stimulating factor 1 receptor 2, and CC chemokine. Some genes belonging to 
Groups 2 and 3 were related to humoral immunity, including immunoglobulin  
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heavy chain, immunoglobulin light chain, and immunoglobulin M, whereas 
others were related to MHC class II. The up-regulated genes of immune-related 
proteins, such as heat shock cognate 70, phospholipase A2-activating protein, 




 The immune system of yellowtail is not well understood. The objective of this 
study was to elucidate the immune mechanism by focusing on vaccine-induced 
immunity. For this purpose, the immune reactions of yellowtail following 
vaccination were studied. 
We have shown that the serum agglutinating antibody titer against V. 
anguillarum from fish inoculated with commercial bivalent vaccine increased 
from 7 dpv (>128 (27)) and remained significantly high at 14 dpv (>2048 (211)). In 
addition, serum obtained from vaccinated fish showed inhibitory effects on V. 
anguillarum proliferation, and a significant correlation between reduction rate 
and serum agglutinating antibody titer was observed (p < 0.05, R = 0.887). V. 
anguillarum bacterial solution incubated with serum from vaccinated fish 
agglutinated. High-titer serum (antibody titer of 2048 (211)) more markedly 
agglutinated V. anguillarum than middle-titer serum (antibody titer of 256 (28)). 
In the control serum group, the agglutination of V. anguillarum was not observed. 
From these results, it can be said that antibody plays an important role in 
vaccine-induced immunity. Our findings corroborate those of other studies 
(Thelma and White 1972, Thuvaner et al., 1987) in which antibody production is 
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induced by vaccination. 
L. garvieae is serologically divided into two types, KG- and KG+ phenotypes. 
However, the biochemical characteristics of the two phenotypes are identical and 
it has been reported that rabbit anti KG- serum agglutinates both KG+ and KG- 
serotypes (Kitao, 1982; Hirono et al., 1999; Ooyama et al., 1999). KG- serotype 
isolates are more virulent than KG+ serotype isolates due to the presence of a 
capsule (Ooyama et al., 2002) that makes them resistant to opsonophagocytosis  
and host serum killing (Yoshida et al., 1996, 1997). All vaccine strains have the 
KG- phenotype and the KG- strain (KG 9502) is used as the standard strains in 
the challenge test. Yoshida et al. (1996) reported that yellowtail vaccinated with 
the KG- phenotype could not produce high agglutination titer against KG-, but 
could promote phagocytosis of KG- phenotype. Complement may play an 
important role in immunity against L. garvieae. Our results corroborate the 
above findings: we did not observe any increase of the antibody titer against KG- 
phenotype L. garvieae or any inhibition of pathogen induced by 
complement-inactivated serum from vaccinated fish. These results suggest that 
the prophylactic effects of commercial vaccine on L. garvieae are not induced by 
KG- antibody production. Therefore, it is difficult to evaluate vaccine efficacy 
against lactococcosis by measuring KG- antibody titer and a more suitable 
marker for evaluating vaccine efficacy is desired   
To determine other immune responses induced by vaccination, we conducted 
microarray analysis to profile immune-related gene expression. Only 
immune-related genes that were up-regulated by vaccination were analyzed in 
this study. Microarray analysis revealed that 22 immune-related genes showed 
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up-regulation after vaccination. Group 1 consists of innate immune-related genes 
that are related to macrophage stimulation and inflammation. Immunoglobulin 
heavy chain (IgH), which is thought to be the major transmembrane receptor on 
the surface of B cells in all teleost species (Wilson et al., 1990), and its related 
genes were categorized in Group 2 in this study. Two immunoglobulin light chain 
related genes were also included in Group 2. The up-regulation of MHC class II 
alpha antigen (Group 2) and MHC class II invariant chain–like protein 2 (Group 
3) possibly indicates that CD4+ T cells respond to vaccine antigen. Those results 
suggest that innate immunity is first stimulated by the vaccination and then 
humoral immunity is stimulated. The vaccine used in this study contained both 
Gram-negative V. anguillarum and Gram-positive L. garvieae. LPS is one of the 
major antigens of Gram-negative bacteria and known to induce 
T-cell-independent type I immune response. T-cell-independent antigens can 
activate B cells directly through the Toll-like receptor (Fagarasan and Honjo, 
2000). The current study shows that T-cell-independent type II antigens, such as 
polysaccharides, can induce the production of memory B cells (Obukhanych and 
Nussenzweig 2006). These findings suggest that T cell is not always needed for 
the production of specific antibodies for some antigens. The present experiment 
demonstrated the up-regulation of T cell receptor gamma chain V-J-C1 (Group 1), 
MHC class II alpha antigen (Group 2), and MHC class II invariant chain-like 
protein 2 (Group 3). All these are indicative of T cell activation, but are not 
sufficient to determine which antigen induced the T-cell-dependent immune 
response. 
 Skin mucus had low antibody titer against V. anguillarum. As the first 
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defense against infection, mucus contains several antibacterial factors
（Alexander and Ingram, 1992; Rombout et al., 1993; Aranishi and Nakane, 
1997）. IgM is one of those. Our results are not sufficient to determine whether an 
antibody is a specific one or a natural one. Nevertheless, they suggest that mucus 
contains some antibodies against pathogens. 
The HSP 70 related genes were categorized in Groups 2 and 3. HSP 70 is a kind 
of stress protein present in all cells. It serves as a molecular chaperone in the cell 
death mechanism (Garrido et al., 2001) and is an extracellular protein with 
regulatory effects on human monocytes, playing a dual role as a chaperone and a 
cytokine (Asea et al., 2000). HSP 70 may be up-regulated by vaccination as it 
induced by stress and inflammation. Other proteins related to cell defense were 
also up-regulated, such as neurotoxin/C59/Ly-6-like protein (Group 2), 
phospholipase A2-activating protein (Group 3), and sequestosome 1 : P62 protein 
(Group 3). These also show immune stimulation by vaccine. The IL-18 receptor 1 
precursor related gene, which is a kind of cytokine that stimulates both Th1 and 
Th2 responses, was categorized in Group 3 (Nakanishi et al., 2001) and its 
expression is increased by LPS (Abu et al., 2008). It is suggested that the 
up-regulation of this gene is likely induced by vaccination. Microarray analysis 
suggested that both innate immunity and humoral immunity are stimulated by 
vaccination. However, the results are due to the use of the bivalent vaccine, and 
further studies of genes up-regulated by vaccination are needed.  
In conclusion, this is the first report of a large-scale immune-related gene 
expression profiling in vaccinated yellowtail using microarray analysis. 
Vaccination elicited immune response in yellowtail, activating both non-specific 
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cellular immunity and humoral immunity. We also conducted RT-PCR of some 
genes to confirm the microarray results (data not shown). The signal intensity 
scores from the microarray analysis corresponded to the RT-PCR results, 
suggesting that the gene expression pattern on the microarray was reliable. 
Immune response to both antigens, V. anguillarum and L. garvieae, was observed 
in this study. Yellowtail may use a different type of immune system for different 
pathogens. Our results suggest that a specific antibody plays an important role 
in vibriosis. On the other hand, there was no evidence of acquired immuni ty to 
lactococcosis. To determine how yellowtail acquires immunity to L. garvieae, 












Fig. 1. Equal amounts of samples obtained on the same day and within the 
same group were mixed to make pooled samples. Equal amounts of all the 
control samples were mixed regardless of sampling point. Antibody titer 
(expressed as log2) against V. anguillarum (A) and L. garvieae (C) from 
vaccinated yellowtail serum or skin mucus at each sampling point (N = 5). 
Detection limit is < 2 (21). Reduction rate (%) of V. anguillarum（B）and L. 
garvieae (D) upon incubation with serum and skin mucus from vaccinated 
yellowtail at each sampling point (N = 5). Reduction rate was calculated with 
the following formula: reduction rate (%) = 100 - (log10 VS / log10 CS) X 100). 
VS: Bacterial count in tested sample obtained from vaccinated fish. CS: 























Fig. 2. Correlation between serum agglutinating antibody titer against     



































Table 1. Microarray analysis of immune-related gene expression stimulated by 




*1 Values indicate fold change of gene expression at 1, 3, 5, 7, 10 , and 14 days post 
vaccination (dpv) with V. anguillarum and L. garvieae, compared with 
non-treated fish. 
*2Values not detected are indicated by N.D 
*3Group 1 genes were up-regulated between 1 to 5 dpv. 
*4 Group 2 genes were up-regulated from 1 to 14 dpv. 
*5 Group 3 genes were up-regulated from 7 to 14 dpv. 
 
 
Group Gene Accession number 1dpv 3dpv 5dpv 7dpv 10dpv 14dpv
CC chemokine BB997690 5.2 2.9 N.D 0.1 0.6 N.D
tumor necrosis factor receptor associated factor 2 BB997410 N.D 2.8 2.0 0.1 1.1 0.8
macrophage colony-stimulating factor　receptor BB997591 1.2 2.1 1.9 1.3 2.0 0.4
LBP (LPS binding protein)/BP BB997649 1.7 2.1 0.9 0.6 0.8 0.4
colony stimulating factor 1 receptor 2 BB997675 N.D 4.5 0.8 0.5 1.0 N.D
vertebrate interferon regulatory factor family BB996976 0.8 2.6 N.D 1.3 N.D 1.7
T cell receptor gamma chain V-J-C1 DC609801 0.9 1.5 3.0 1.4 N.D N.D
immunoglobulin light chain BB997721 1.3 2.7 3.2 3.3 1.9 N.D
immunoglobulin light chain precursor BB997682 1.4 2.4 2.1 2.2 1.9 1.3
immunoglobulin heavy chain BB997491 1.0 2.5 1.8 2.5 2.0 1.5
HSP70 BB997674 1.3 2.1 1.6 1.4 2.0 1.6
MHC class II alpha antigen BB997597 0.9 2.0 2.3 1.7 2.5 4.5
neurotoxin/C59/Ly-6-like protein BB997714 N.D 3.4 2.4 1.0 1.7 5.7
immunoglobulin M BB997653 1.1 1.4 1.2 2.1 1.5 0.8
tumor necrosis factor receptor superfamily. member a BB997493 N.D N.D N.D 2.5 3.7 1.9
heat shock cognate 70 BB997492 1.2 1.8 1.6 1.4 2.4 1.9
phospholipase A2-activating protein BB997002 1.3 1.4 1.7 1.4 2.8 2.8
natural killer cell enhancement factor BB997455 0.6 1.6 0.6 1.0 1.4 2.3
ferritin middle subunit; ferritin M BB997379 0.6 0.7 0.6 0.8 1.0 5.6
MHC class II invariant chain-like protein 2 BB997699 0.5 1.1 1.0 1.1 1.2 2.8
interleukin-18 receptor 1 precursor BB997065 0.9 1.2 1.3 1.2 2.0 2.4





























なる免疫グロブリン（以下、 Ig と略記）の 3 つを選択し、それらの遺伝子の発現量








 材料および方法  
 
リアルタイム PCR 法による遺伝子解析  
供試魚  









二価ワクチンは 12 尾に、単味ワクチンは 15 尾に接種した。対照群の供試魚 15 尾に
は滅菌 PBS を同様に接種した。 
 
解析対象遺伝子  
内部標準遺伝子として、β-actin を用いた。解析対象の 3 つ遺伝子である Ig 遺伝
子、TNFRSF 遺伝子、NKEF 遺伝子の配列をデーターベース上で確認しプライマー
作成ソフト（Primer3）を用いてプライマーを作成した。各種、プライマーの詳細に
ついては表 3-2-1 に示した。  
 




種した対照群から、接種後 1、3、7 および 14 日目に供試魚をそれぞれ 3 尾ずつ取り
上げ、麻酔薬 FA-100（田辺製薬）を用い過麻酔により安楽殺した。取り上げた供試
魚から腎臓を摘出し、速やかに RNA 保存液 (QIAGEN RNAlater)に浸漬して、RNA
の回収を行うまで－80℃で保存した。保存された腎臓からの全 RNA 回収は RNeasy 
-mini kit (QIAGEN)を、cDNA の合成は High capacity Reverse Transcription kit 
(ライフテクノロジーズジャパン )を用いて行った。リアルタイム PCR はインターカ
ーレ－ション法で実施し、試薬は Fast SYBR Green Master Mix（ライフテクノロ
ジーズジャパン）、測定機器は Step one Plus(ライフテクノロジーズジャパン )を用い
た。反応条件は 95℃10 分の後、95℃20 秒、60℃20 秒の PCR 反応を 40 回繰り返し





合計 7 尾の健康な体重 80g～200g のブリ人工種苗（水産総合研究センター）を用
















収した。得られた細胞液から、比重 1.075 g/ml に調節したパーコール液を用いる密
度勾配遠心法によって、パーコール液上層の白血球を回収した。回収した白血球は
図 3-2-1 に示したとおり、好中球などの貪食細胞とリンパ球の混在したものであった。 
 
白血球殺菌能試験  
各個体から得られた白血球浮遊液の細胞数を確認し、6.8～7.0×105 個 /ml の濃度
に 5％牛胎児血清加ハンクス液で調整した。細胞浮遊液 0.1ml を培養用プレートに
分注し、その上に等量の 5.1×103CFU/ml の L. garvieae 浮遊液を添加し 25℃で培
養した。培養開始 1、2、3 および 20 時間後に培養液をそれぞれ 10 μ l ずつ採取し、
前節と同様の方法で L. garvieae 生菌数を測定した。  
 
結 果  
 
リアルタイム PCR 法による遺伝子解析  
二価ワクチンを接種したブリの各々3 尾の相対遺伝子発現量の平均値を、表 3-2-2
に示した。ワクチン接種後 14 日目の Ig 遺伝子の発現量は 5.84 倍と明らかな発現量
の上昇が認められた。NKEF 遺伝子、TNFRSF 遺伝子の発現量には変化が見られな
かった  
単味ワクチンを接種しブリの結果は表 3-2-3 に示した。ワクチン接種 14 日目後に、
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考 察  
 
前節では、市販の二価ワクチン接種魚において、ビブリオ病に対する凝集抗体価
の上昇が見られ、ワクチン接種魚の血清に V. anguillarum の生菌数を減少させる効
果があること、L. garvieae に対する凝集抗体価の上昇は見られず、ワクチン接種魚
の血清が L. garvieae 生菌数を減少させないことを確認した。  
本節で二価ワクチン接種による免疫応答の指標を探索するために、リアルタイム
PCR 法による発現解析を実施したところ、ワクチン接種 14 日後に Ig 遺伝子の発現量
に 5.84 倍の上昇が見られた。ビブリオ病に対する凝集抗体価の上昇を考え合わせる
と、Ig 遺伝子発現量の上昇は主として V. anguillarum に対する抗体産生の上昇を示
していると考えられた。しかし、本節における実験の結果、α溶血性レンサ球菌症






ペルオキシドレンファミリーに一つである NKEF は、NK 細胞の細胞障害機能を
活性化させることが知られおり、この遺伝子の配列はヒト、ニジマス、ラット、マ
ウス、コイの間で高い相同性を示し保存性が高い遺伝子であることが報告されてい
る（Zhang et al., 2001）。前節におけるマイクロアレイによる免疫関連遺伝子の検索
では、二価ワクチンの接種により NKEF 遺伝子が 2.32 
倍発現上昇した。本節で実施したリアルタイム PCR 法による解析の結果、単味ワク
チンを接種したブリでは 14 日日目の NKEF 遺伝子の発現は 1.57 倍、二価ワクチン
接種を接種したブリでは 0.26 倍と異なる結果になった。サケでは Aeromonas 
salmonicida 、V.anguillarum O1 型および O2 型、  Moritella viscosa を含むアジ
ュバント加四価ワクチンを接種し、19 日後の頭腎における NKEF 遺伝子の B-actin
に対する相対的発現量は 2.6 倍であったが個体による差が大きかったと報告されて




メにおいて DNA ワクチン接種後 1 日～21 日までの遺伝子発現について報告されて





































表 3-2-1. Ig 遺伝子、TNFRSF 遺伝子、NKEF 遺伝子の解析に用いたリアルタイム

























 Seriola quinqueradiata kidney cells Seriola quinqueradiata cDNA clone 051110_YE1H10, mRNA
sequence
TNFRSF





Ig Seriola quinqueradiata mRNA for immunoglobulin light chain, complete cds AB064322
153
136










































































































































 α 溶血性レンサ球菌症の原因菌である L. garvieae には KG(＋ )型と KG(－ )型の 2
つの血清型が存在し、兎抗 KG(－ )血清は、スライド凝集反応において KG(＋ )型と
KG(－ )型の両方の株を凝集させるが、兎抗 KG(＋ )血清は KG(＋ )型のみを凝集させ
KG(－ )型を凝集できない（Kitao, 1982）。KG(－ )型は KG(＋ )型に比べブリに対して
強い病原性を示すため、我が国で承認されている α 溶血性レンサ球菌症ワクチンは
全て KG(－ )型 L. garvieae を製造用株として用いている（Yoshida et al., 1997）。
KG(－ )型および KG(＋ )型でそれぞれブリを免疫すると、どちらも KG(－ )型による
攻撃試験に対して長期間防御を示すが、KG(－ )型の抗原を凝集させる抗体（以下、
KG(－ )抗体と略記）は検出されないが、どちらの血清型の抗原を用いて免疫しても
KG(＋ )型を凝集させる抗体 (以下、KG(＋ )抗体と略記）を長期間有していたとの報告
がある（Ooyama et al., 1999）。これらのことからブリの防御抗体に関わる抗原は、
L. garvieae の菌体表面にあることが示唆されている（Ooyama et al., 1999）。我が
国で承認されている α 溶血性レンサ球菌症ワクチンは全て KG(－ )型 L. garvieae を











 凝集反応用抗原には、動物医薬品検査所で保有する L. garvieae KG(＋ )型
NNS9310 株および L. garvieae KG(－ )型 KG9502 株を用いた。それぞれの菌をトッ
ドへヴィット液体培地（Difco）で一晩培養した後、0.03 Vol%になるようにホルマリ
ンを加え、48 時間室温で不活化処理した。ホルマリン不活化抗原を 3,000 rpm、10
分間の遠心処理後に沈渣を回収し、滅菌 PBS へ再懸濁して洗浄した。この洗浄操作
を 3 回繰り返した。洗浄後の沈渣を滅菌 PBS に懸濁させ、分光光度計（Amersham 




中 KG(＋ )ならびに KG(－ )凝集抗体価  
動物医薬品検査所において保管していた、過去 5 年間に国家検定を行った二社の
ビブリオ病・α 溶血性レンサ球菌症ワクチン（以下二価ワクチンと略す）を、それ
ぞれ 0.1 ml ずつブリまたはカンパチの腹腔に接種した後、14 日間飼育された供試魚
から得られた血清を試験に用いた。滅菌 PBS を接種されたブリまたはカンパチから
得られた血清を対照とした。血清の採取方法および凝集抗体価測定法は第 2 章に従




α溶血性レンサ球菌症単味ワクチンを接種したブリの血清中 KG(＋ )および KG(－ )
凝集抗体価の経時的変化  
α 溶血性レンサ球菌症単味ワクチン（以下、単味ワクチンと略す）をブリ 30 尾ずつ
に 0.1 ml 腹腔内接種した後に、25℃で飼育してワクチン接種 1、3、7、10 および
14 日目後に得られた血清、およびワクチン接種後 14 日目に L. garvieae KG9502 株
（血清型：KG（－）型）を 103CUF / 尾の濃度で攻撃し、攻撃後 1、3、7、10、14
日目に得られた血清を用いて凝集抗体価を測定した。  
 
希釈ワクチンを接種したブリの血清中 KG(＋ )凝集抗体価と累積死亡率の比較  
 市販の二価ワクチン（共立製薬）を 1 倍から 10,000 倍まで滅菌 PBS を用いて 10
倍段階希釈し、それぞれの濃度のワクチンを 0.1ml ずつブリ 20 尾の腹腔内に接種し
た。対照群には滅菌 PBS を同様に 20 尾に接種した。ワクチン接種後 25℃で飼育し、
14 日目に各群のブリをそれぞれ 10 尾ずつ取り上げ心臓穿刺により採血し血清を得
た。各群の残りのブリ 10 尾には、103CFU/尾に調整した L. garvieae KG9502 株で
攻撃試験を行い、14 日間死亡率を観察した。  
 
結 果  
 
二価ワクチン接種魚の血清中 KG(＋ )凝集抗体価の測定  








 KG(－ )凝集抗体価は、ワクチン接種群においても、対照群においても 2 倍以下と
検出限界以下であった（表 4-1）。  
 
単味ワクチンを接種したブリの血清中 KG(＋ )および KG(－ )凝集抗体価の経時的変
化  
α 溶血性レンサ球菌症ワクチンを接種したブリの KG(＋ )凝集抗体価は免疫後 7 日
後に 4.9 倍、10 日後に 24.3 倍、14 日後 32 倍を示し攻撃後 14 日まで高値を示した。
KG(－ )凝集抗体価は試験期間を通じて低値であった（表 4-2）。  
 
 希釈ワクチンを接種したブリの血清中 KG(＋ )凝集抗体価と、累積死亡率の比較  
 希釈ワクチンを接種したブリの凝集抗体価と累積死亡率を確認した結果、ワクチ
ン原液を接種したブリの凝集抗体価が 55.7 倍の時、1,000 倍希釈ワクチン接種群で




有意に低かったが、1,000 倍希釈および 10,000 希釈ワクチン接種群の累積死亡率は
対照群との間に有意差は認められなかった（表  4-3）。  
 
考 察  
 








かったが、接種後 7 日以降から上昇していることが確認され、L.garvieae KG(－ )
型株による攻撃後も高い抗体価を維持していることがわかった。これらの事から、
ワクチン接種により KG(＋ )凝集抗体価が上昇し、L.garvieae の感染に対する防御に
関わっているのではないかと考えられた。     

























実用化する際の飼育水温は 20℃で試験を行うことが望ましい。  
今回の結果からは、KG(＋ )凝集抗体の KG (－ )株へ作用を確認できていないので、











































































原液 5.8※1 1.2 40※2
10倍 4.9※1 0.9 50※2
100倍 4.3※1 0.9 40※2
1000倍 2.4※1 0.7 80
10000倍 1.2 0.4 80

















































































出方法に原因があると考え、検出系の検討を行った（第 4 章）。Lactococcus garvieae 
は家兎血清を用いるスライド凝集試験により KG(＋ )と KG(－ )の二つの血清型に分
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